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GST-SUMO-MT。 该 融合 蛋白 可 以 结合 胞 内 的 铅 离子 成 为 无 毒 复合 物 ， 进 而 降低 细胞 外 环境 
中 铅 离子 的 含量 及 其 对 宿主 的 毒害 作用 

基因 工程 菌 通常 需要 各 种 抗生素 作为 筛选 标记 ， 这 些 抗生素 包括 青霉素 、 氧 霉 素 、 红 霉 
素 等 ， 然 而 ， 这 些 抗 生 素 也 在 临床 上 用 于 治疗 人 类 的 多 种 疾病 ， 如 肺结核 、 细 菌 性 肠胃 炎 等 
R99。 研究 表明 ， 细 菌 内 的 编码 抗生素 水 解 酶 的 基因 可 以 在 肠 道 菌 群 内 发 生 水 平 转移 ， 这 就 
意味 着 其 它 肠 道 菌 (正常 或 者 有 害 菌 ) 都 有 机 会 获得 这 些 抗 性 基因 而 获得 抗 性 ， 影 响 临床 治 
疗 的 效果 P 2。 本 研究 使 用 对 人 体 安 全 的 食品 级 标记 人 蔡 代 抗 生 素 抗 性 标记 ， 以 建立 食品 级 选 
择 性 标记 的 载体 。 

在 本 研究 中 ， 我 们 将 构建 一 个 利用 密 二 糖 作 为 筛选 标记 、 组 成 型 表达 融合 和 蛋 
GST-SUMO-MT 的 食品 级 乳酸 乳 球菌 , 并 通过 大 鼠 灌 胃 实验 观察 该 活 菌 制剂 对 大 鼠 慢 性 锅 中 
毒 的 预防 作用 。 


20]. 


1. 材料 与 方法 
1.1 材料 


1.1.1 菌 种 和 质粒 Lactococcus lactis MG1363 及 pMG36e 购 自 荷兰 NIZO 公司 ; Escherichia 


coli JM109 购 自 宝 生物 工程 《大 连 ) 有 限 公司 ; Lactobacillus plantarum ATCC 8014 W 
自 广东 微生物 研究 所 ;重组 乳酸 菌 表达 质粒 pMGST 保存 在 广州 暨南 大 学 医药 生物 
究 开发 中 心 。 
1.1.2 试剂 限制 性 内 切 酶 Saci SphI. Hpal. Ta DNA 连接 酶 ，Taq DNA REM, WAK 
连 宝 生物 工程 有 限 公司 ; 限制 性 内 切 酶 EarI 购 自 NEB 公司 。 所 有 核酸 分 离 纯化 试剂 
fx. PCR 检测 试剂 盒 及 连接 转化 试剂 盒 均 购 自 大 连 宝生 物 工程 有 限 公司 。 密 二 糖 、 
M17 肉 汤 培养 基 、 省 甲 酚 紫 购 自 美国 BD 公司 ; fedi AS MT 单 克隆 抗体 购 自 SANTA 
\ 司 。 
1.1.3 实验 动物 SPF 级 雄性 Sprague-Dawley (SD) Kin, 42 只 ，35-40 日 龄 ， 体 重 为 120~ 
140g， 购 自 广 东 省 实验 动物 中 心 。 
1.2 方法 
1.2.1 重组 质粒 pGMG1 的 构建 与 鉴定 表达 人 MT-1 融合 蛋白 重组 质粒 的 构建 方法 如 图 1。 


n 


HAZ, PER L. plantarum ATCC 8014 基因 组 作为 模板 ， 并 利用 PCR 方法 扩 增 得 到 编码 w- 
半 乳 糖 甘 酶 (a-galactosidase, melA) 的 DNA。 然 后 ， 将 mela 基因 用 限制 性 内 切 酶 Sac 工 及 


Sph 了 消化 并 克隆 到 经 相同 酶 处 理 的 载体 pMG36e 中 ， 获 得 重组 质粒 pM-MG。 以 pGSMT 为 
模版 ， 利 用 PCR 方法 获得 含有 P32 启动 子 序列 及 编码 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 、 小 分 子 泛 素 相关 


修饰 因子 和 人 MT-1 融合 蛋白 (GST-SUMO-MT，GSMT) 的 DNA 片段 ( 表 1) 。 


利用 Ear I 处 理 该 DNA 片段 及 pM-GM 载体 ， 然 后 将 两 者 连接 构建 成 重组 质粒 


pM-GSMT-E 转化 到 大 肠 杆 菌 JM109 中 ， 并 进行 序列 测序 分 析 。 最 后 ， 用 Apa I 处理 含有 准 
确 核酸 序列 的 pPM-GSMT ， 除 去 红 霉 素 基因 后 ， 通 过 平 端 连接 方法 获得 最 终 重组 载体 


pM-GSMT。 利 用 电 转 化 的 方法 ， 将 pM-GSMT f£ L. lactis MG1363 中 ， 获 得 重组 转化 菌 


株 MG1363/pM-GSMT， 菌 落 PCR 方法 鉴定 转化 子 。 


表 1. 重组 质粒 构建 PCR 引物 表 


Table 1. PCR primers for construction of recombinant plasmid. 


Primers Sequences (5’-3’) Orientat Enzyme 
names ion sites 
P32-GSMT-F ATCGCCTCTTCAGCCGTTAACAGATTAATAGTTTTAGC forward Earl. HpaI 

P32-GSMT-R  GAGAGAGCTCGAAGAGTTAAGCACAACATGAACATTTTT reverse Ear I 


Sacl Sphl Sphl pMG36e 
Sacl k 


Hpal/Earl Earl 
pM-MG 


Hpal 


图 1. 重组 质粒 pM-GSMT 构建 流程 图 
Figure 1. The constructed diagram of recombinant plasmid pM-GSMT 


1.2.2 蜜 二 糖 酶 活性 检测 ”配制 省 甲 酚 柴 (MBCP) 培养 基 : TE OL 水 中 ， 加 入 蛋白 肛 20g. 


酵母 粉 Sg、 握 化 钠 4g. CREN 1.3$g、 省 甲 酚 紫 40mg 及 琼脂 粉 12g， 加 水 定 容 至 950ml 后 ， 
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121 CHEKE 15 min， 待 培养 基 温 度 下 降 到 50C 左 右 ， 加 入 50 ml 过 滤 除 菌 的 109022 — f 
溶液 ， 摇 匀 并 制备 抗 性 〈 含 100 ugm AER) 和 非 抗 性 MBCP 平板 。 将 重组 乳酸 工程 菌 


MG1363/pMG36e fll MG1363/pM-GSMT 接种 到 MBCP FRE, 30'C 厌 氧 培养 48h 观察 平板 
颜色 的 变化 。 
123 ”重组 融合 蛋白 GSM 的 表达 及 其 真确 性 鉴定 在 划 线 平板 上 挑 取 单 克隆 


MG1363/pM-GSMT， 接 种 到 5mL M17 培养 基 (3.725% M17 肉 汤 ，0.5% 蜜 二 糖 ) rp, 30°C 


厌 氧 静 置 培养 48hr 后 ， 按 5% 的 接种 量 转 接 到 100mL 新 鲜 培养 基 中 ， 培 养 48h. 13,000 rpm 


离心 20min, 收集 菌 体 并 进行 12% SDS-PAGE 电 沪 分析。 利用 GST 亲 和 凝 胶 分 离 纯 化 GSMT,， 
然后 使 用 抗 人 MT 单 克隆 抗体 进行 Western-blot 分 析 。 此 外 ， 使 用 基质 辅助 激光 解析 串联 飞 


行 时 间 质 谱 仪 CMOLDI-TOP-MSO ) 对 重组 蛋白 进行 真确 性 鉴定 。 


12.4 原子 吸收 光谱 法 测定 离子 在 重组 乳酸 工程 菌 中 的 聚积 HEA EHAK 


MG1363/pM-GSMT. 、 对 照 菌 MG1363/pMG36e 分 别 接种 到 SmL 含 重 金属 离子 的 GM17 培 
养 基 中 (3.725% M17 肉 汤 ，0.5% 蜜 二 糖 / 葡 菊 糖 ) 。30C 厌 氧 培 养 24 hr 后 ， 按 5% 比 例 转 
接 新 鲜 培养 基 培 养 至 ODeo = 0.4。 然 后 ， 加 入 终 浓度 为 400 uM 的 cacl 溶液 或 5 mM ZnSO4 
N 溶液 ,继续 培养 20h。13,000rpm 离心 10min 收集 菌 体 ， 称 重 并 用 预 冷 的 GM17 培养 基 洗 涤 3 
次 。 将 菌 体 烘 干 至 恒 重 ， 取 10 mg AF 1 ml KARAN (60%, V/V) 中 ， 充 分 消解 后 ， 用 
二 5 倍 体积 的 水 稀释 并 通过 原子 吸收 光谱 法 测定 样品 中 离子 的 含量 ， 实 验 重复 三 次 。 

1.2.5 口服 重组 乳酸 工程 菌 预防 大 鼠 亚 慢性 饥 中 毒 将 大 鼠 置 于 标准 SPF 饲养 实验 室 中 ， 
适应 性 喂 饲 7 天 后 ， 随 机 分 为 6 组 ， 每 组 7 只 ， 分 别 命名 为 正常 组 、 模 型 组 、 乳 酸 菌 对 照 组 


(2x10I1CFU/d)、 重 组 乳酸 菌 高 剂量 组 (2*1011CFU/d)、 重 组 乳酸 菌 中 剂量 组 (2*10I0CFUVd ) 


A 


LI 


重组 乳酸 菌 低 剂量 组 (2710? CFU/d) . 


将 重组 菌 MG1363/PM-GSMT 及 对 照 乳 酸 菌 MG1363/pMG36e 接种 到 GM17 培养 基 中 培 
养 12n， 然 后 ， 按 5% 的 比例 接种 于 新 鲜 培养 基 中 ， 培 养 至 ODeo- 0.8。4C、12,000 rpm 离 
E. 同时， 配制 终 浓 度 为 1 mg/mL 的 CdCl 


limi 


心 10min 收集 菌 体 ， 用 灭 菌 水 洗涤 3 次 并 称 
液 。 
实验 实施 主要 步骤 包括 ， 每 天 早上 口服 重组 乳酸 菌 或 对 照 乳 酸 菌 ，4 小 时 后 ， 再 以 
5mg/kg/day 的 剂量 口服 CdCb 溶液 。 模 型 组 动物 以 等 体积 生理 盐水 和 CdCl 溶液 进行 处 理 
而 正常 组 则 口服 生理 盐水 。 实 验 周期 为 8 周 ， 自 由 饮水 及 取 食 ， 隔 天 称 重 。 
验 结束 后 ， 断 髓 处 死 老 鼠 ， 收 集 血清 并 利用 全 自动 生化 分 析 仪 测定 血清 生化 指标 。 原 
子 吸收 光谱 法 测定 血液 和 肝 、 肾 、 举 丸 、 脑 中 铺 的 含量 。 此 外 ， 对 肝 、 凤 和 学 丸 组织 进 行 病 


i 
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理 形态 学 分 析 。 
1.2.6 统计 分 析 所 有 数据 
著 性 差异 方法 ，* 为 p < 0.05， 
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均 采 用 均 数 + 标准 差 表 示 ， 采 用 单 因 素 ANOVA 分 析 ， 具 有 显 


"A p«0.01 及 *** 为 p<0.001。 


2. 结 R 


2.1 重组 表达 质粒 pM-GSMT 的 构建 及 鉴定 
利用 PCR 方法 分 别 获得 编码 melA 及 含有 p32 启动 子 GSMT 融合 蛋白 的 DNA 片段 并 连 


接 到 载体 pMG36e 上 ， 获 得 如 
回收 大 片段 并 进行 平 端 连接 ， 


E 组 质粒 pPM-GSMT-E。 然 后 ， 将 pM-GSMT-E 用 HpaI 处 理 ， 


获得 没有 红 霉 素 抗 性 的 重组 质粒 pM-GSMT (图 DD 。 将 其 转 


化 到 乳酸 菌 MG1363 中 ,获得 重组 表达 菌株 MG1363/pM-GSMT。 对 表达 菌株 进行 菌落 PCR 
鉴定 , 结果 显示 , 重组 质粒 中 能 扩 增 出 mea 基因 及 带 有 p32 启动 子 GSMT 融合 蛋白 的 DNA 
片段 ， 其 大 小 分 别 约 为 2.4 kb 及 1.4 kb (图 2-3) 。 基 因 测 序 结果 表明 ， 这 些 基因 的 序列 与 


NCBI 数据 库 中 的 序列 (AF189765.3、M24764.1 和 KP858143〉 完 全 一 致 。 


图 2. 


M 1 2 3 4 


菌落 PCR 方法 扩 增 重组 质粒 中 melA 基因 


Figure 2. Agarose gel electrophoresis of the DNA fragment encoding melA, as detected by direct colony PCR. 


Lane M, DNA marker; lane 1, negative control (pMG36e); Lanes 2 to 4, the positive transformants (pM-GSMT). 


图 3. 菌落 PCR 方法 扩 增 重组 质粒 中 编码 GSMT 基因 
Figure 3. Gel electrophoresis of the DNA fragment encoding GSMT, as detected by direct colony PCR. 


Lane M, DNA marker; Lane 


1, negative control (pMG36e); Lane 2, the positive transformants (pM-GSMT) 
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2.2 重组 菌株 抗 性 分 析 
省 甲 酚 紫 是 一 种 酸 碱 指 示 剂 ， 当 pH 低 于 5.2 时 呈 亮 黄色 ,而 pH 高 于 6.8 时 呈 紫 色 。 
组 质粒 pM-GSMT 表达 的 w- 半 乳糖 昔 酶 可 以 水 解 培养 基 中 的 蜜 二 糖 , 为 宿主 生长 和 合成 乳酸 


提供 碳 源 。 将 菌株 MG1363/pMG36e 、MG1363/pM-GSMT 、MG1363/pM-GSMT-E X L. 


limi 
Bap 


plantarum ATCC 8014 接种 到 MBCP 平板 培养 24h。 结 果 表 明 ， 接 种 MGI363/pM-GSMT 和 
MG1363/pM-GSMT-E 的 平板 呈现 亮 黄色 , 表明 这 些 重组 质粒 表达 了 有 功能 的 x- 半 乳糖 昔 酶 。 
乳酸 乳 杆菌 L. plantarum ATCC 8014 本 身 就 表达 a- 半 乳糖 蔡 酶 ， 因 此 ， 接 种 后 也 能 使 平板 5 
现 亮 黄 色 。 而 乳 球菌 MG1363 以 及 菌株 MG1363/pMG36e 不 能 水 解密 二 糖 ， 因 此 ， 这 些 菌 


ui 


m 


不 能 在 MBCP 平板 上 正常 生长 〈 图 4) 。 将 MG1363 及 重组 菌株 MG1363/pM-GSMT 和 


MG1363/pM-GSMT-E 接种 到 含有 红 霉 素 抗 性 的 GM17 平板 中 ， 培 养 48h BARER RA 


MG1363/pM-GSMT-E 能 在 平板 上 正常 生长 (图 5) 。 


4. MBCP 平板 检测 重组 质粒 w- 半 乳糖 音 酶 活性 
Figure 4. a-galactosidase activity of recombinant L. lactis strains detected on MBCP plate 


1. Blank plate (MBCP); 2. MG1363/pMG36e; 3. L. plantarum ATCC 8014; 


4. MG1363/pM-GSMT-E; 5. MG1363/pM-GSMT 


图 5. 重组 乳酸 菌株 对 红 霉 素 抗 性 分 析 
Figure 5. Tolerance to Erythromycin of recombinant L. /actis strains 


1: MG1363/pMG36e; 2. MG1363/pM-GSMT; 3.MG1363/pM-GSMT-E 


23 重组 蛋白 GSMT 的 表达 及 鉴定 
按照 方法 2.3 对 重组 菌株 MG1363/pM-GSMT 进行 发 酵 。 离 心 收集 菌 体 后 ， 利 用 GST 
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凝 胶 亲 和 层 析 方法 获得 重组 蛋白 GSMT。SDS-PAGE 电泳 结果 显示 ， 重 组 蛋白 GSMT 位 于 


相对 分 子 量 43kD 附近 《图 6) ， 最 终 得 率 约 为 1 mg/L. Western-blot 实验 结果 提示 ， 该 融 


ARARSA MT 单 克隆 抗体 呈 阳 性 反应 “图 7， 。 此 外 ， 基 质 辅助 激光 解析 串联 飞行 时 间 
质谱 检测 结果 也 证 实 ，GSMT 蛋白 序列 与 预期 的 完全 相同 。 
M 1 


图 6. SDS-PAGE 电泳 检测 纯化 后 的 融合 蛋白 GSMT 
Figure 6. SDS-PAGE analysis of the purification of GSMT 


Lane M, protein marker; Lane 1, purified GSMT 


图 7. 重 组 融合 蛋白 的 western-blot 分 析 
Figure 7. Western blot analysis of the purification of recombinant GSMT 


Lane 1, negative control; Lane 2 and 3, purified GSMT 


2.4 重组 菌株 MG1363/pM-GSMT 对 重金 属 离子 的 吸附 能 力 
将 MG1363/pM-GSMT 及 MG1363/pMG36e 分 别 接种 到 含 CER Zn ff] GM17 培养 基 
中 振荡 培养 ， 然 后 利用 原子 吸收 光谱 法 测定 金属 离子 在 重组 菌株 中 的 含量 。 实 验 结果 显示 ， 


Cd 在 MG1363/pM-GSMT 中 的 平均 积聚 含量 为 17.6+1.95 mg/g, 高 于 对 照 组 3.52 倍 。 而 Zn? 


在 MG1363/pM-GSMT 的 平均 积聚 含量 则 为 3.5+0.62 mg/g， 与 对 照 组 相 比 ， 增 加 1.6 fi CA 


8) 。 
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20 anre ES MG1363/pMG36e 


cmm E MG1363/pM-GSMT 


The capacity of Cadmium binding 
(mg/g) 
= 
e 


Cd?* Zn?* 
图 8. 重组 乳酸 菌 对 重金 属 离子 吸附 能 力 的 分 析 


Figure 8. Metal ions-binding capacity analyses of the recombinant L. lactis strains. 


2.5 重组 乳酸 菌 减 少 Cd* 在 实验 动物 组 织 中 的 蓄积 

对 实验 组 大 鼠 口 服 CdCl 溶液 (5mg/kg/d) ， 结 果 发 现 ， 模 型 组 大 鼠 出 现 被 毛 干涩 、 坚 
毛 、 运 动 迟 缓 、 对 刺激 反应 差 、 喜 里 卧 、 晨 缩 等 症状 。 而 正常 组 、 乳 酸 菌 对 照 组 及 重组 乳酸 
菌 不 同 剂量 组 的 大 鼠 在 行为 方面 表现 无 显著 差异 且 毛 发 光亮 .所 有 处 理 组 大 鼠 在 实验 期 间 均 
未 出 现 死亡 现象 。 在 体重 方面 ， 除 了 模型 组 动物 在 锅 暴 露 42 天 后 体重 增加 变 缓 外 ， 其 它 各 


= 实验 组 动物 的 体重 与 正常 组 之 间 没有 显著 差异 (图 9) 。 
= 利用 原子 吸收 光谱 法 对 各 实验 组 动物 的 肾 、 肝 、 脑 及 学 丸 组 织 进 行 Cd 含量 分 析 ， 结 


= Ron, CdA GE EA SI A Jig, EHRE AEA, ii A RSE A E 
X 低 。 经 过 56 KUIJS , Cd? TE BERE 2H sh A RUE V FF IE i SRL P I PA 16.3542.39, 
15.18+2.14、3.48+0.62 和 1.8740.15 pg/g。 口 服 重组 乳酸 工程 菌 可 以 有 效 阻止 Cd* 进 入 体内 ， 
且 这 种 效应 呈 剂 量 依赖 关系 〈 图 10) 。 高 剂量 的 重组 乳酸 菌 (2x10! CFU/d) 可 以 显著 降 
低 锅 在 上 述 四 种 组 织 中 〈 肾 、 肝 、 脑 及 畦 丸 ) 的 蕾 积 ， 与 模型 组 相 比 ， 其 含量 分 别 下 降 了 
4.44、5.36、7.57 及 3.22 倍 。 乳 酸 菌 MG1363/pMG36e 也 能 部 分 减少 动物 对 Cd*+ 的 吸收 ， 但 
其 预防 效果 低 于 重组 乳酸 菌 低 剂量 组 。 

随后 , 利用 生化 检测 方法 分 析 对 实验 动物 血清 中 尿素 及 谷 丙 转 氨 酶 的 含量 进行 分 析 。 与 
正常 组 相 比 ， 模 型 组 动物 血清 中 的 尿素 及 丙 氮 酸 转氨酶 含量 显著 升 高 ， 这 个 结果 提示 ，Cd2 
在 肾脏 和 肝脏 中 蔓 积 并 对 其 细胞 造成 损害 ,乳酸 菌 MG1363/pMG36e 处 理 组 能 降低 Cd 损害 
的 趋势 , 但 与 模型 组 相 比 并 不 显著 。 在 另 一 方面 , 不 同 剂量 重组 乳酸 菌 处 理 组 的 动物 体内 的 
尿素 及 谷 丙 转 氨 酶 含量 与 正常 组 动物 之 间 没 有 显著 差异 ,这 个 结果 表明 , 重组 乳酸 菌 能 有 效 
降低 Cd* 的 蓄积 进而 减少 其 对 肾 肝 细胞 的 损伤 (图 11)。 
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MG1363/pMG36e 

- MG1363/pM-GSMT-L 
MG1363/pM-GSMT-M 
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图 9. 不 同 处 理 组 动物 饲养 过 程 中 体重 的 变化 分 析 


Figure 9. Weight-change curve of treated rats during feed with or without the recombinant L. lactis strains 
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图 10. 不 同 处 理 组 大 鼠 肾 、 肝 、 脑 、 举 丸 组 织 中 Cd** 的 含量 
Figure 10. Cadmium concentration of treated rats in kidney, liver, brain and testis. 
A: kidney; B: liver; C: brain; D: testis 
(MG1363/pM-GSMT-L: treatment of low dose recombinant L. lactis; MG1363/pM-GSMT-M: treatment of middle dose recombinant L. 


lactis; MG1363/pM-GSMT-H: treatment of high dose recombinant L. lactis; *: p< 0.05;**: p<0.01; ***: p< 0.001) 
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图 11. 不 同 处 理 组 大 鼠 血 清 中 丙 氨 酸 转移 酶 及 尿素 含量 分 析 
Figure 11. Blood ALT and BUN concentration of treated rats 
(MG1363/pM-GSMT-L: treatment of low dose recombinant L. lactis; MG1363/pM-GSMT-M: treatment of middle dose recombinant L. 


lactis; MG1363/pM-GSMT-H: treatment of high dose recombinant L. lactis; *: p< 0.05;**: p« 0.01) 


2.6 KRU. BH. SHAREAZA 
han 实验 完成 后 ,收集 正常 对 照 组 、 模 型 组 、 对 照 乳 酸 菌 组 及 重组 乳酸 菌 高 剂量 处 理 组 大 鼠 
的 肝 、 肾 、 尘 丸 并 制 成 切片 染色 观察 。 在 肾脏 方面 ， 模 型 组 大 鼠 肾 小 管 明显 扩张 ， 肾 近 曲 小 
管 和 远 曲 小 管 有 水 样 变性 ， 管 腔 增 大 ， 间 质 水 有 种 ， 部 分 细胞 坏死 脱落 。 此 外 ， 肾 小 管 部 分 细 
胞 发 生 凋 亡 。 乳酸 菌 对 照 组 大 鼠 部 分 肾 小 管 萎缩 ， 有 死亡 细胞 ; 肾 近 曲 小 管 上 皮 细 胞 有 部 分 
浑浊 , 但 管 腔 增 大 程度 低 于 模型 组 。 而 重组 乳酸 菌 高 剂量 组 大 鼠 的 肾 组 织 切片 情况 与 正常 
相当 ， 但 仍 存在 少量 细胞 坏死 情况 (图 12) 。 
o 在 肝脏 方面 , 模型 组 大 鼠 肝 脏 外 观 颜色 呈 瞳 黑色 。 病理 结果 显示 , 肝 细 胞 呈现 疏松 肿胀 、 
肝 小 梁 拥 挤 、 排 列 不 规则 、 肝 罕 受 压 变 窄 且 中 央 静 脉 有 明显 充血 现象 。 对 照 乳 酸 菌 处 理 组 切 
片 中 可 见 肝 细胞 的 疏松 肿胀 及 中 央 静脉 充血 ， 但 与 模型 组 相 比 ， 损 伤 症状 有 所 改善 。 高 剂量 
乳酸 菌 处 理 组 中 肝 损 伤 不 明显 〈 图 13) 。 
在 洱 丸 方面 ， 模 型 组 大 鼠 庆 丸 间 质 组 织 中 大 量 充血 ， 间 质 细胞 明显 减少 ; SEXUS EUIS 
变 薄 、 上 皮 排 列 素 乱 ， 曲 精细 管内 各 级 生 精细 胞 层次 素 乱 、 多 呈 空 泡 状 变性 坏死 、 精 子 数量 
显著 减少 。 对 照 乳 酸 菌 处 理 组 大 鼠 举 丸 内 间 质 细胞 数量 比 模型 组 的 略 多 , 但 曲 精 小 管 还 存在 
EAE SE, 管内 生 精 细胞 数量 较 正常 组 的 要 少 等 现象 高 剂量 乳酸 菌 处 理 组 中 曲 细 精 管 形态 、 
间 质 细胞 数量 和 精子 发 育 等 指标 均 与 正常 组 相当 (图 14) 。 
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图 12 不 同 处 理 组 大 鼠 肾 脏 组 织 病 理 图 (HE 染色 ) 
Figure 12. Hematoxylin-eosin staining on kidney of treated rats 
A: Control; B: Model; C: MG1363/pMG36e (2x10!! CFU/d) ; D: MG1363/pM-GSMT-H (2x10!! CFU/d) 
(Al, Bl. Cl, D1: 200X; A2, B2. C2. D2: 400 XO 


»* 
图 13 不 同 处 理 组 大 鼠 肝 脏 组 织 病理 图 CHE 染色 ) 


Figure 13. Hematoxylin-eosin staining on liver of treated rats 
A: Control; B: Model; C: MG1363/pMG36e (2x10!! CFU/d) ; D: MG1363/pM-GSMT-H (2x10!! CFU/d) 
(Al, Bl. Cl. DI: 200X; A2. B2. C2, D2: 400 X) 


作 期 刊 
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图 14 eve (HE 染色 ) 
Figure 14. Hematoxylin-eosin staining on testis of treated rats 
A: Control; B: Model; C: MG1363/pMG36e (2x10!! CFU/d) ; D: MG1363/pM-GSMT-H (2x10!! CFU/d) 
(Al, Bl. C1, DI: 200X; A2. B2. C2, D2: 400X) 


3 讨 论 

锅 是 一 种 常见 的 有 毒 重 金属 ， 其 可 通过 皮肤 、 呼 吸 道 、 消 化 道 等 途径 进入 人 体 并 对 肝脏 
肾脏 、 脑 及 生殖 器 官 造 成 不 可 首 转 的 损伤 。 现 时 ， 在 临床 上 对 急性 乌 中 毒 患者 可 用 DMSA, 
DMPS 或 DDTCIM- 引 等 歼 合 剂 来 治疗 。 然 而 ， 对 于 低 剂量 Cd 持续 暴露 对 身体 的 危害 ， 人 
们 往往 感觉 不 明显 而 常常 忽视 。 由 于 Cd 的 半衰期 非常 长 ， 且 能 在 生物 体内 富 集 ， 因 此 ， 
其 对 人 体重 要 器 官 造成 的 损伤 都 是 严重 和 不 可 逆 的 。 由 此 可 见 ， 防 止 和 减少 有 毒 Cd 经 骨 

道 摄 入 是 彻底 解决 其 对 人 体 危 害 的 关键 策略 之 一 。 乳 酸 菌 是 公认 的 安全 微生物 并 可 长 期 口 
服 等 优点 ， 在 新 型 疫苗 、 免 疫 制剂 、 代 谢 疾病 药物 及 重金 属 中 毒 防治 药物 的 研发 方面 都 具有 
EKK JBI, 

在 本 研究 中 ， 制 备 表达 重组 融合 蛋白 GSMT 的 乳酸 乳 球菌 可 以 有 效 减 少 有 毒 Cd# 经 骨 
肠 道 进入 大 鼠 体 内 ， 进 而 降低 其 对 动物 主要 脏 器 功能 的 破坏 。 首 先 ， 食 物 中 的 Cd 在 重组 
乳酸 菌 的 表面 积聚 ， 然 后 通过 受 体 或 者 自由 扩散 的 方式 进入 到 胞 内 。GSMT 迅速 结合 Cd? 
并 形成 稳定 无 毒 的 金属 离子 -和 蛋白 复合 体 。 由 于 乳酸 菌 并 不 能 在 动物 肠 道 内 定 殖 ， 因 此 ，7-10 
天 后 随 凑 便 排出 ,从 而 实现 预防 锅 慢 性 中 毒 的 目的 。 对 照 乳 酸 菌 也 可 以 通过 表面 吸附 方式 除 
去 部 分 Cd2， 然 而 ， 过 量 重金 属 离子 的 积聚 会 导致 乳酸 菌 的 死亡 并 释放 表面 吸附 的 Cd2*， 
因此 ， 与 乳酸 工程 菌 相 比 ， 其 降低 Cd 污染 的 效果 不 显著 。 

本 论文 中 的 重组 乳酸 工程 菌 并 不 能 完全 消除 食 源 中 名 的 污染 ， 其 主要 原因 可 能 是 部 分 


Cd2 被 肠 道 其 它 细 菌 吸附 以 及 重组 蛋白 GSMT 表达 量 太 低 所 致 。 在 本 研究 对 重组 


分 离 纯 化 过 程 中 ， 最 终 的 蛋白 平均 得 率 仅 为 1 mg/L， 远 低 于 大 上 肠 杆菌 中 163 mg/L 的 平 


蛋白 GSMT 


& 
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达 水 平 史 。 为 此 ， 增 加 载体 的 表达 异 源 和 蛋白 能 力 或 者 将 目的 基因 插入 到 乳酸 菌 基 因 组 中 并 


利用 其 高 表达 
入 人 体内 的 主要 方法 P5。 


a 


基因 的 启动 子 进行 组 成 型 表达 是 实现 利用 工程 菌 完全 阻隔 有 毒 重 


金属 离子 进 


原子 吸收 光谱 及 组 织 切 片 结果 表明 ， 尽 管 Cd* 在 举 丸 中 富 集 量 远 低 于 肝脏 和 肾脏 ， 然 


m, FOX SAL 


含量 降低 到 与 正常 组 相同 , PAT, SRL 


细 精 管 结构 、 间 质 细胞 数量 以 及 精子 的 生成 发 育 均 有 显著 的 病 到 
间 质 细胞 是 男性 雄 激素 最 主要 的 来 源 〈95%) ， 其 数量 的 减少 直接 影响 
进而 引起 雄 激素 缺乏 相关 疾病 R99。 在 本 研究 中 ， 高 剂量 的 重组 乳酸 菌 能 将 Cd** 在 举 丸 内 的 


EARE FA 


ut 


青 雄 激 素 的 含量 


切片 中 仍 能 观察 到 有 异常 的 地 方 ， Ce SAL A 


的 数量 。 这 个 结果 提示 极 低 剂量 的 锅 对 男性 生殖 系统 , 尤其 是 间 质 细胞 的 发 育 和 功能 调控 都 


严重 的 危害 。 
总 之 , 在 本 研究 中 构建 了 一 株 以 or- 


半 乳 糖 背 酶 作为 抗 性 季 选 标记 、 表 达 GST-SUMO-MT 


融合 蛋白 的 乳酸 工程 菌 。 每 天 口服 该 


E 组 菌 ， 可 以 显著 防止 食物 中 有 毒 Cd? 28 


动物 体内 ， 从 而 有 效 预防 食 源 锅 污染 对 


身体 脏 器 功能 的 损伤 。 
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Prevention of gastrointestinal cadmium poisoning with food-grade 


Lactococcus lactis strain expressing metallothionein fusion protein 
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Abstract Objective: Cadmium is an extremely toxic pullutant. The characterists of having 
long half-life and resistance to environmental degradation make it easy to accumulate in human 
organs and then cause irreversible damage. Blocking cadmium uptake via the gastrointestinal tract 
is an important prevention strategy. Methods: the recombinant Lactococcus lactis 
strainMG1363/pM-GSMT were constructed, which expressed fusion protein glutathione 
S-transferase(GST)-small molecule ubiquitin-like modifier protein. (SUMO)-metallothionein-I 
(GST-SUMO-MT) and using a- galactosidase as marker. The ability of binding cadmium or zinc 
ions was detected by the Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry (ICP-OES). 
For the animal experiments, the male Sprague-Dawley rats were given a daily oral administration 
of cadmium chloride solution (5mg/kg/d) and MG1363/pM-GSMT with different dosages 
respectively. This experiment was performed for 8 weeks and the tissues (liver, kidney, brain and 
testis) were collected. The accumulation of cadmium in tissues was determined by atomic 
absorption spectrometric analysis. The concentrations of alanine aminotransferase (ALT) and 
blood uria nitrogen (BUN) were analyzed by a full automated hematology analyzer. The 
pathological changes of each tissue treated by cadmium with/without MG1363/pM-GSMT were 
compared and analyzed using hematoxylin - eosin staining. Results: The recombinant strain 
MG1363/pM-GSMT with a-galactosidase resistant marker was constructed, which binding 
capacity of cadmium and zinc ions were 3.52 and 1.60 fold higher than that of control strain 
MG1363/pMG36e. After daily CdCl2 treatment for 8 weeks, the results showed that the cadmium 
concentration increased significantly in the kidney, liver, brain and testis of experimental group 
compared with the normal group. The accumulated cadmium impaired the functions of liver and 
kidney. Oral administration of MG1363/pM-GSMT to SD rats that were also treated with 
cadmium chloride daily significantly blocked the cadmium uptake via gastrointestinal tract and 
further decreased the impairments of main tissues in morphology and functions. Conclusion: This 
study provides a potential biomaterial and application for preventing cadmium poisoning via the 


digestive tract. 
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